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Sumário 
 
 As doenças amiloidóticas, como Alzheimer ou Parkinson, caracterizam-se 
pela deposição de agregados proteícos com propriedades estruturais características. Os 
mecanismos de formação destes depósitos são ainda pouco conhecidos bem como o seu 
papel na evolução patológica. 
 Neste estudo, foram investigados alguns aspectos fundamentais no processo 
de amiloidogénese in vivo utilizando a transtiretina humana, envolvida na polineuropatia 
amiloidótica familiar. A transtiretina e mutantes amiloidogénicos foram expressos em 
Saccharomyces cerevisiae, um tubo de ensaio vivo, de modo a investigar a formação de 
fibras amilóides in vivo. 
 Observou-se a formação de fibras amilóides in vivo, tendo sido desenvolvido 
um novo método analítico para investigar a sua formação. Foi assim possível verificar 
que o stress carbonílico potencia a formação de fibras amilóides e a sua toxicidade 
celular in vivo. 
 
 
 
 
Palavras Chave: Amiloidogénese, Glicação, Transtirretina, MALDI-FTMS, Fibras 
amilóides, Proteómica.  
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Abstract 
 
 The amyloid diseases, such as Alzheimer’s or Parkinson’s disease, are 
characterized by the abnormal accumulation of protein aggregates with specific structural 
properties. The underlying mechanisms of formation of these deposits are still mostly 
unknown, as well as their role on pathologic evolution. 
 In the present work, fundamental aspects of in vivo amyloidogenesis involved 
in Familial Amyloidotic Polyneuropathy were studied, using human transthyretin. The 
native transthyretin and amiloidogenic variants were expressed in Saccharomyces 
cerevisiae, as a living test tube, in order to better study in vivo formation of amyloid fibrils. 
 In vivo formation of amyloid fibrils was observed and a new analytic method to 
investigate its formation was developed. It was also possible to verify a correlation 
between carbonilic stress and amyloid fibril formation, as well as their toxicity to the living 
cells. 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Amyloidogenesis, Glycation, Transthyretin, MALDI-FTMS, amyloid fibrils, 
Proteomics. 
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Introdução 
 
1 Amiloidoses 
 
 As amiloidoses são patologias que se caracterizam pela deposição 
extracelular de agregados proteicos insolúveis e altamente resistentes à proteólise 
(Westermark et al, 2002). As amiloidoses estão incluídas no grupo de doenças 
conformacionais, ou seja, que se devem à alteração da estrutura nativa de proteínas 
(normalmente designado por misfolding). Devido ao misfolding das proteínas há formação 
de fibrilhas proteicas que se associam a proteínas plasmáticas, da matriz extracelular e a 
proteoglicanos originando os depósitos amilóides característicos (Sipe, 1992; Ghiso et al., 
1994).  
 A denominação de agregado amilóide remonta a 1854 quando o médico 
alemão Rudolf Virchöw descreveu pela primeira vez depósitos, em diversos tecidos, de 
uma substância eosinófila e com aparência hialina, quando observada por microscopia 
óptica. O termo amilóide quer dizer “semelhante a amido” e, apesar de mais tarde ter sido 
demonstrado que a composição desses depósitos era maioritariamente proteica, o termo 
manteve-se (Sipe e Cohen, 2000) Os depósitos amilóides são a base de diversas 
patologias que têm um enorme impacto social e clínico bem como de patologias raras 
que desafiam as capacidades de diagnóstico da medicina actual, como as doenças de 
Alzheimer e Parkinson. 
 
1.1 Amiloidogénese 
 
 A amiloidogénese é um processo patológico que ocorre em paralelo ao 
mecanismo fisiológico de folding das proteínas e que leva à formação de agregados 
proteicos, insolúveis e tóxicos, que se depositam no meio extracelular (Soto e Estrada, 
2008). Este processo é característico de doenças amiloidogénicas, ou conformacionais, 
que são devidas ao stress de misfolding causado pela capacidade de determinadas 
proteínas adquirirem novas conformações, alterando a sua estrutura e função. Nestas 
doenças, as proteínas potencialmente amiloidogénicas podem sofrer misfolding devido a 
diversos factores. A proteína pode por si só ter uma propensão para adquirir a 
conformação patogénica, tornando-se evidente com o tempo, como por exemplo a 
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transtirretina (TTR) em pacientes que sofrem de amiloidose sistémica senil (Saraiva, 
2001), ou com um aumento de concentração da mesma, como no caso da β2-
microglobulina em pacientes sujeitos a hemodiálise prolongada (Verdone et al, 2002). As 
doenças conformacionais podem, também, estar associadas a mutações pontuais nas 
proteínas, como é o caso das amiloidoses hereditárias, nomeadamente mutações na TTR 
envolvidas na polineuropatia amiloidótica familiar (familial amyloidotic polyneuropathy, 
FAP) (Ando et al, 2005). A proteólise dos precursores de proteínas também pode originar 
espécies proteicas capazes de agregação, como no caso da proteína precursora beta 
amilóide (amyloid protein precursor, APP) na doença de Alzheimer (Soto et al, 1994). A 
amiloigenicidade de uma proteína pode ainda ser devida a um ou a uma combinação dos 
mecanismos anteriormente descritos.  
 Estudos in vitro demonstraram que além de uma capacidade intrínseca de 
agregação da proteína patogénica, as condições ambientais podem também potenciar a 
amiloidogénese (Soto, 2003). Todos os factores que alterem a estrutura tridimensional de 
uma proteína, como pH ácido, temperaturas elevadas, condições de oxidação, elevadas 
concentrações de proteína e a alteração de forças iónicas, podem desviar o equilíbrio 
para um estado parcialmente folded, podendo levar à agregação (Dobson, 2003). Apesar 
de estes factores potenciarem as alterações estruturais in vitro, existem estudos que 
mostram que estas condições extremas não são os factores determinantes in vivo 
(Quintas et al, 2001). Recentemente o papel de modificações pós-traducionais na 
amiloidogénese começou a ser seriamente considerado (Gomes et al, 2005; Li et al, 
2003). Modificações pós-traducionais como a fosforilação (proteína tau hiperfosforilada 
em fibras amilóides intracelulares no Alzheimer) e a glicação (depósitos amiloides 
glicados no Alzheimer, Parkison e FAP) poderão estar envolvidos no processo patológico. 
 A amiloidogénese é um processo complexo e ainda não está completamente 
compreendido. O modelo actualmente melhor aceite para a formação de fibras amilóides 
admite várias etapas e espécies intermediárias. O processo de misfolding implica a 
alteração conformacional das proteínas para uma forma unfolded (Sánchez et al, 2006), 
por diversos processos como os acima descritos, de forma a expor a região potenciadora 
de misfolding da proteína. Esta espécie não nativa vai então sofrer uma série de 
alterações conformacionais e de interacção com outras proteínas, de um modo ainda 
reversível até formar protofibrilhas que, embora ainda sejam solúveis, têm já a estrutura 
de agregados (Quintas et al, 2001). De facto, estes agregados solúveis apresentam já 
propriedades de agregados amilóides como fluorescência por reacção com tioflavina T e 
características morfológicas observáveis por microscopia. Este passo de formação das 
protofibrilhas é fundamental para a irreversibilidade do processo. As fibras amilóides 
formam-se a partir da associação irreversível destas fibrilhas (Quintas et al, 2001). 
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Figura 1 - Modelo do processo amiloidogénico, proposto para a TTR, representando todos 
os passos do actual modelo para a amiloidogénese (adaptado de Quintas et al, 2001). 
 
1.2 Estrutura dos depósitos amilóides 
 
 Actualmente são conhecidas cerca de 20 proteínas distintas como agentes 
causadores de doenças amilóides (Sipe e Cohen, 2000). Apesar de terem sequências, 
estruturas e funções muito heterogéneas, todas podem gerar fibrilhas amilóides 
morfologicamente indistintas. A forma fibrilar genérica consiste numa estrutura rica em 
folhas pregueadas β dominada por pontes de hidrogénio entre os grupos amida e 
carbonilo da cadeia principal da proteína, numa estrutura diferente da sua estrutura nativa 
(Westermark et al, 2002). Em comum a todas as proteínas amiloidogénicas está uma 
espécie termodinamicamente menos estável do que a proteína nativa normal. Por 
exemplo, no caso da TTR uma redução da estabilidade termodinâmica facilita a 
dissociação do tetrâmero em monómeros, ou no caso das mutações da lisozima 
destabilizam a estrutura terciária e levam a formas proteicas parcialmente folded. Os 
monómeros da TTR e os da lisozima parcialmente folded têm uma propensão muito forte 
para se agregarem e rearranjarem numa estrutura fibrilar (Buxbaum, 2004).  
 Independentemente da proteína potenciadora, os agregados apresentam uma 
estrutura proteica fibrilar constituída predominantemente por folha β, como já referido, e 
são altamente resistentes à proteólise. As características próprias dos depósitos 
amilóides permitem facilmente a sua identificação. Apresentam uma coloração verde 
birrefringente sob luz polarizada num microscópio óptico, após marcação com vermelho 
de Congo. Por microscopia electrónica estes depósitos apresentam-se como estruturas 
rígidas de fibrilhas, sem ramificações, com um diâmetro de 7,5 a 10 nm. A marcação por 
tioflavina T permite também determinar se a natureza de determinado agregado é 
amilóide, por microscopia de fluorescência (Sipe e Cohen, 2000). 
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1.3 Doenças do tipo amilóide 
 
 Os depósitos amilóides podem concentrar-se num único ou em mais do que 
um órgão causando patologias muito diversas. De entre as doenças causadas por 
depósitos amilóides num único órgão, a que tem um maior impacto sócio-económico e 
clínico é provavelmente a doença de Alzheimer. É caracterizada pela deposição de 
agregados amilóides no córtex cerebral causando a morte de neurónios e perda de 
sinapses. Esta doença afecta mundialmente mais de 12 milhões de pessoas. O sistema 
nervoso central é também o alvo de proteínas priónicas que causam um grupo de 
doenças neurodegenerativas raras hereditárias ou adquiridas, como a Insónia Fatal 
Familiar ou a doença de Creutzfeldt-Jakob (Sipe, 1992). O sistema nervoso periférico 
também pode ser afectado por deposição de fibras amilóides como é o caso da 
Polineuropatia Familiar Amiloidotica (FAP, do inglês familial amyloidotic polyneuropathy). 
 Quando há mais do que um órgão afectado pela deposição de placas 
denominam-se doenças amilóides sistémicas. Estas amiloidoses têm por base uma 
proteína plasmática que circula na corrente sanguínea. As que apresentam maior impacto 
são a amiloidose da cadeia leve e a amiloidose reactiva devido a inflamações crónicas 
(como a artrite reumatóide ou infecções crónicas).  
 Em todas as doenças amilóides há degeneração celular. O processo pelo qual 
as proteínas amilóides têm efeitos tóxicos nas células ainda não está completamente 
esclarecido. Existem diversas hipóteses como, por exemplo, interacção com receptores 
membranares activando as vias apoptóticas ou desencadeando respostas inflamatórias 
(Wu et al, 2008). No entanto, ainda não se sabe se são as placas amilóides ou os 
precursores fibrilhares que produzem efeitos nefastos nas células. Actualmente, a 
questão da toxicidade das espécies intermediárias e das estruturas amilóides como 
mecanismos de defesa celular tem sido alvo de investigação, embora não se conheça 
ainda de que modo essa toxicidade é exercida gerada sobre as células.  
 
1.4  Polineuropatia Amiloidótica Familar 
 
 A polineuropatia amiloidótica familiar é um distúrbio neurodegenerativo 
caracterizado pela deposição extracelular ao longo do sistema nervoso periférico de 
fibras amilóides. Esta doença foi descoberta por Corino de Andrade, após o estudo de 
casos de indivíduos da zona piscatória da Póvoa do Varzim que apresentavam uma 
elevada resistência à dor. Esta doença, também denominada doença de Andrade ou 
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paramiloidose, é caracterizada por uma disfunção do sistema neuromuscular periférico e 
autónomo, devido à desmielinização e degeneração das células nervosas, e que pode 
levar à morte. No entanto, não são apenas os membros que são afectados, dependendo 
do tipo de FAP pode afectar o coração, os rins, a retina e o tubo digestivo. Em 1978, 
Costa e colaboradores verificaram pela primeira vez que os depósitos amilóides de 
indivíduos com FAP são constituídos principalmente por TTR, então designada na 
literatura por pré-albumina (Costa et al, 1978). 
 Existem cerca de 100 mutações de TTR descritas, embora muitas delas não 
sejam amiloidogénicas, existindo mesmo mutações que apresentam um efeito protector 
(Coelho et al, 1996). A maioria corresponde a mutações pontuais num único aminoácido 
e a transmissão é autossómica dominante. As mutações pontuais estão também 
associadas a uma determinada localização geográfica relacionada com a transmissão 
autossómica dominante, em que grande parte dos pacientes é heterozigótica para a 
mutação. Curiosamente, as fibras amilóides contêm tanto TTR nativa como mutada, o 
que evidencia a predisposição desta proteína, mesmo nativa, para a agregação (Ferrão-
Gonzales et al, 2003). No caso da mutação V30M (substituição da valina na posição 30 
por uma metionina, Fig. 2), esta está maioritariamente concentrada no norte de Portugal, 
no norte da Suécia e no Japão, cujos casos só começaram a aparecer após a chegada 
dos portugueses a este país (Zaros et al, 2008). No entanto, apesar de ser a mesma 
mutação, os pacientes nos diferentes países apresentam os primeiros sintomas em 
diferentes idades (em Portugal está entre os 30 e os 35 anos e na Suécia é somente 
após os 55 anos de idade). Assim, parecem estar envolvidos outros factores para além 
dos genéticos (Rudolph et al, 2008, Tojo et al, 2008). Apesar da mutação V30M ser a 
mais frequente em Portugal, existem mutações bastante mais agressivas como a 
mutação L55P (substituição de uma leucina na posição 55 por uma prolina) em que a 
idade de onset da doença é bastante menor (Yang et al, 2003). Existem também 
mutações artificiais, como é o caso da delecção da sequência da cadeia-β D. Esta leva à 
formação de fibras muito mais rapidamente que qualquer mutação pontual fisiológica 
(Hou et al, 2007).  
 Uma questão interessante pode ser colocada, também, em relação à 
presença de TTR mutada ao longo de toda a vida do paciente, desde o nascimento, e a 
formação de placas amilóides só se verificar na vida adulta, indiciando que factores 
relacionados com o envelhecimento podem estar envolvidos no processo. 
 Os depósitos amilóides de TTR estão distribuídos de forma difusa no sistema 
nervoso periférico, envolvendo troncos nervosos, plexos e núcleos gangliares sensitivos e 
autónomos. Depósitos amilóides nos nervos periféricos ocorrem especialmente no 
endoneurio, onde aparecem próximos das células de Schwann e de fibras de colagénio 
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(Sousa et al, 2001). A neuropatia geralmente começa com pequenas disfunções nas 
extremidades inferiores do organismo como a perda de sensibilidade à temperatura, 
semelhante ao que acontece na diabetes mellitus. Ocorre também, nestes pacientes, 
uma disestesia proeminente com ou sem variações no grau de dor. Os pacientes 
mantêm, no entanto, as suas capacidades motoras até a doença já estar bastante 
avançada. A neuropatia do sistema autónomo ocorre relativamente cedo no 
desenvolvimento da doença tendo como sintomas a impotência sexual nos homens, 
problemas de motilidade gastrointestinal e retenção urinária (Benson e Kincaid, 2007). 
 
2 Transtirretina 
 
 A transtirretina foi descoberta em 1942 no fluído encefalorraquidiano humano 
(Kabat et al, 1942) e no soro humano (Siebert e Nielson, 1942). Como aparecia como a 
única proteína que migrava durante a electroforese, para além da albumina, foi 
inicialmente denominada pré-albumina. Mais tarde o seu nome foi alterado para 
transtirretina referindo-se às suas funções de transporte das hormonas da tiróide e de 
interacção com a proteína de ligação ao retinol (RBP, do inglês retinol binding protein) 
(Richardson, 2007). 
 
2.1 Estrutura 
 
 A transtirretina é composta por quatro monómeros com cerca de 14 kDa de 
peso molecular sendo o peso da proteína total de 55 kDa. Cada um dos monómeros tem 
uma sequência de 147 resíduos de aminoácidos após a tradução, dos quais a sequência 
dos primeiros 20 correspondente ao péptido sinal é clivada antes da tetramerização da 
proteína (Hamilton et al, 2001). 
 Blake e colaboradores descreveram a estrutura da proteína humana em 
detalhe (Blake et al, 1974) como um tetrâmero é constituído por um dímero de dímeros. 
Cada dímero é constituído por dois monómeros cuja região de contacto é uma extensa 
folha β formada por pontes de hidrogénio entre duas folhas β dos monómeros (Hamilton 
et al, 2001). A presença de uma unidade dimérica é apoiada por análise electroforética, 
em que o dímero ainda é visível mesmo em condições desnaturantes. A TTR tem um 
conteúdo muito elevado em folha β, com uma pequena percentagem de hélice α. Quase 
todos os resíduos estão envolvidos em cadeias β ou em loops que ligam estas estruturas. 
Introdução 
 13 
Só os 10 resíduos mais próximos do N-terminal e os cinco mais próximos do C-terminal 
parecem não estar envolvidos no folding das subunidades da proteína (Saraiva, 2001).  
 O monómero está organizado em oito cadeias β, designadas de A a H, 
ligadas por loops, que resultam numa conformação de folha β em barril. As cadeias β 
formam uma folha β interior e uma exterior, CBEF e DAGH respectivamente (Fig. 2), que 
têm forma aproximadamente ortogonal, uma em relação à outra, e encontram-se 
separadas por 10 Å. Todas as cadeias são antiparalelas excepto entre a A e a G. A única 
e curta hélice α de 9 resíduos de aminoácidos localiza-se depois da cadeia E.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 – Representação estrutural de um 
monómero de transtirretina. Cada cadeia β 
encontra-se identificada por uma letra identificadas 
e as mutações assinaladas com círculos e o número 
do resíduo mutado (retirada de News & Views vol. 1 
issue 34, do Scripps Research Institute). 
 
 
 A extensa região de contacto entre os monómeros, formada por numerosas 
pontes de hidrogénio, resulta num dímero muito estável. As folhas β que estão mais 
próximas na vizinhança da hélice α formam uma estrutura compacta. As folhas β mais 
afastadas estão também mais afastadas entre si formando uma estrutura mais aberta 
(Richardson, 2007). A região entre os dímeros, que produz o tetrâmero funcional, é muito 
pequena consistindo em interacções hidrófilas e hidrófobas entre o loop AB de um 
monómero e a cadeia H dos dois monómeros (Fig. 3). A força e extensão das interacções 
monómero-monómero sugerem que o dímero é a unidade básica na estrutura da TTR, 
mais do que o monómero ou o tetrâmero (Armen et al, 2004). 
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Figura 3 – Representação da estrutura do tetrâmero de TTR, 
dímero de dois dímeros, em que cada um está representado 
por um monómero a escuro e um a claro. Coordenadas da 
proteína do Protein Data Bank 
(http://www.rcsb.org/pdb/home/) e modelada por PyMol 
(http://www.pymolwiki.org/). 
 
 Em estudos futuros, o desvendar da estrutura terciária da TTR poderá revelar 
dados muito importantes para a estrutura das fibrilhas amilóides e no estudo do 
mecanismo da fibrilogénese. Um dos resíduos de aminoácidos que parece ser mais 
importante na formação de fibrilhas é a única cisteína na posição 10 da cadeia 
polipeptídica. Considerando que a facilidade que a TTR tem para formar fibrilhas é uma 
consequência da sua estrutura, estas características devem ser investigadas a fundo 
(Zhang e Kelly, 2003). 
 
2.2 Interacções proteicas 
2.2.1 Tiroxina 
 
 As hormonas da tiróide circulam no plasma sanguíneo da maioria dos 
mamíferos ligadas a proteínas plasmáticas, como a TBG (tyroxine-binding globulin), a 
TTR e a albumina. A ligação destas proteínas à T3 (tri-iodotironina) e T4 (tetra-
iodotironina ou tiroxina), altamente lipofílicas, impede a sua acumulação nas membranas 
celulares dos hepatócitos e permite uma distribuição homogénea no plasma sanguíneo. A 
transtirretina liga-se à tiroxina, sendo responsável pelo transporte de 15 a 20% no plasma 
e até 80% no sistema nervoso central (Richardson, 2007). 
 A identidade estrutural dos locais de ligação à tiroxina foi demonstrada em 
1978, por cristalização do complexo da TTR com a tiroxina (Blake et al, 1978). Os locais 
de ligação encontram-se num canal (folhas β em barril) que percorre o centro do 
tetrâmero entre dois dímeros idênticos e envolve completamente duas moléculas de 
tiroxina. Os dois locais de ligação ao canal são idênticos por simetria molecular 
(Richardson, 2007). A cooperatividade negativa de ligação da hormona implica que 
apenas um local da molécula seja ocupado pela tiroxina em cada tetrâmero de TTR. 
Independentemente do número de locais de ligação ocupados, o tetrâmero é uma 
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condição necessária para haver interacção com a tiroxina, uma vez que os monómeros e 
dímeros não são capazes de formar o local de ligação (Schussler, 2000). 
 
2.2.2 Proteína de Ligação ao Retinol  
 
 Em vertebrados, o transporte de retinol desde o local de armazenamento, o 
fígado, para os tecidos periféricos é feito através do plasma pela ligação desta vitamina a 
uma proteína, a proteína de ligação ao retinol (RBP do inglês retinol-binding protein). Esta 
proteína tem cerca de 21 kDa e circula no plasma ligada à TTR. A formação de 
complexos entre moléculas de baixo peso molecular, como o retinol e a RBP, com uma 
molécula com um peso molecular significativo, como a TTR, evita que haja eliminação 
das primeiras moléculas antes de atingirem os tecidos-alvo.  
 Embora inicialmente se pensasse que o complexo entre as duas 
macromoléculas segregadas independentemente ocorresse no plasma sanguíneo, hoje 
existem evidências no sentido de haver formação do complexo dentro dos hepatócitos e 
possível intervenção de chaperones para a ligação (Monaco, 2000). 
 
2.3 Importância biológica 
 
  Em 1985, Dickson e colaboradores utilizaram ratinhos para estudar a 
expressão de TTR no fígado (Dickson et al, 1985). Sequenciaram a proteína de 127 
resíduos de aminoácidos, que apresentava 83% de homologia com TTR humana, 
anteriormente descrita (Kanda et al, 1974). Verificaram ainda que, quando utilizaram o 
cérebro como tecido controlo, encontravam expressão constitutiva de TTR. Hoje sabe-se 
que a TTR, além de ser expressa no fígado, é também expressa nos plexos coroidais 
onde facilita a passagem da T4 pela barreira hematoencefálica (Dickson et al, 1986). 
 Nos vertebrados superiores, a proteína é produzida maioritariamente em dois 
locais: no fígado, de onde é posteriormente excretada para o plasma sanguíneo, e 
também no cérebro, mais especificamente nos plexos coroidais (estruturas secretoras 
localizadas nos ventrículos cerebrais, formando a barreira hematoencefálica), e circula no 
líquido encefalorraquidiano (Hamilto e Benson, 2001). 
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2.3.1 Transtirretina plasmática 
 
 De um modo geral, nos seres humanos a quantidade de TTR plasmática vai 
aumentando gradualmente após o nascimento até atingir uma concentração de 20 a 40 
mg/dl em idade adulta, começando a decrescer a partir dos 50 anos. Em condições de 
subnutrição ou de inflamação crónica, esta proteína reage negativamente à fase aguda, 
diminuindo os seus níveis de expressão (Hamilto e Benson, 2001). 
 No plasma sanguíneo, a TTR tem uma função de distribuição e de 
manutenção das concentrações da tiroxina e de retinol, de modo a prevenir que haja uma 
concentração das hormonas da tiróide, altamente lipofílicas, em membranas celulares 
nas proximidades (Richardson, 2007).  
 Sabe-se também que o sistema de transporte de hormonas de tiróide tem 
componentes redundantes. Em ratos, a delecção independente dos genes que codificam 
para cada uma das proteínas transportadoras, não levou a alterações significativas na 
quantidade de hormonas no plasma sanguíneo (Dickson et al, 1985). Assim, este sistema 
deve ser altamente regulado, conferindo grandes vantagens evolutivas. 
 
2.3.2 Transtirretina no cérebro 
 
 O mRNA da transtirretina está presente em elevadas quantidades nos plexos 
coroidais de mamíferos, aves e répteis (Dickson et al, 1986). Em todos os casos 
investigados, a expressão da TTR está localizada exclusivamente no plexo coroidal. A 
principal função deste tecido é a produção de líquido encefalorraquidiano, sendo 
recentemente demonstrado que há também produção de proteínas plasmáticas em 
elevada quantidade, como a TTR. Schreiber e colaboradores mostraram que a TTR que 
circula no cérebro deriva predominantemente do plexo, sendo excretada maioritariamente 
para o líquido encefalorraquidiano e não para o sangue (Schreiber et al, 1998). 
 Estudos em ratos mostraram que existe uma correlação entre a expressão da 
TTR no cérebro e o crescimento e desenvolvimento deste órgão (Fung et al, 1988). A 
expressão máxima da TTR nos plexos coroidais ocorre poucos dias antes do nascimento 
e precede a taxa máxima de crescimento do cortéx. A TTR começa a ser expressa na 
altura em que se começa a formar a barreira hematoencefálica. A falta de hormonas da 
tiróide antes do nascimento tem como consequências o atrofio das dendrites, menor 
deposição de mielina, redução do número de sinapses e morte das células granulares 
(Thomas et al, 1989).  
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3 Modificações pós-traducionais 
  
 As modificações pós-traducionais são alterações de resíduos de aminoácidos 
por interacção da proteína com outras moléculas e correspondem a uma mutação pontual 
na proteína. Os efeitos biológicos de modificações pós-traducionais em proteínas 
observam-se, por exemplo, na fosforilação necessária para a transdução de sinal, 
ubiquitinação para proteólise, ligação de ácidos gordos para associação à membrana, 
entre outros (Kannicht, 2002). Estas alterações têm impacto nas propriedades físicas e 
químicas das proteínas, conformação, estabilidade, actividade e consequentemente na 
função que desempenham. Assim, e como foi já referido anteriormente, certas 
modificações pós-traducionais podem estar relacionadas com a agregação de proteínas. 
 
3.1 Glicação 
 
 A glicação é um processo não-enzimático que contribui para a modificação 
pós-traducional das proteínas (Peppa et al, 2003). É um processo lento em condições 
fisiológicas, dando origem à presença de derivados de lisina e arginina em proteínas 
celulares e extracelulares. O processo inicia-se com os açúcares redutores, como a 
glucose, que reagem não enzimaticamente com grupos livres de aminoácidos, iniciando 
uma série de eventos bioquímicos com rearranjos moleculares oxidativos e não 
oxidativos, a que se dá o nome de reacção de Maillard, que conduz à formação de 
aductos covalentemente estáveis denominados produtos avançados de glicação 
(advanced glycation end-products, AGEs). Esta reacção tem início numa base de Schiff 
reversível que sofre um rearranjo estável e covalentemente ligado do tipo produto de 
Amadori (Makita et al, 1992). Sabe-se que a glucose forma inicialmente produtos de 
glicação reversíveis com proteínas, denominados bases de Schiff, numa proporção igual 
à sua concentração. Estas bases de Schiff sofrem rearranjos graduais e formam produtos 
mais estáveis, os produtos de Amadori. Estes produtos de glicação primários passam por 
uma série de lentos e complexos rearranjos para dar origem aos AGEs (Makita et al, 
1995). 
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Figura 4 - Processo de formação de AGEs por reacção entre a D-glucose e grupos amina 
de macromoléculas, como proteínas (Adaptado de Thornalley, 1990). 
 
 Dentro das células, o processo de formação de AGEs é semelhante ao já 
referido, existindo no entanto outro tipo de agentes glicantes. A glucose não é o principal 
agente de glicação in vivo, uma vez que, em condições normais é rapidamente 
metabolizada. O metilglioxal (MGO) é um dos principais agentes de glicação in vivo 
(Thornalley et al, 1999). 
 
3.1.1 Metilglioxal – agente glicante intracelular 
 
 Os processos de glicação em condições fisiológicas envolvem a modificação de 
proteínas por α-oxoaldeídos reactivos, como o metilglioxal. O metilglioxal, sendo das mais 
reactivas moléculas dicarbonílicas, é o mais importante agente de glicação nas células 
(Fig. 5). Este composto forma-se inevitavelmente a partir dos fosfatos de triose na 
glicólise, por uma reacção de β-eliminação não enzimática do grupo fosfato da 
dihidroxiacetona (DHAP) e do 3-fosfato de D-gliceraldeído (GAP). O metilglioxal é um 
composto tóxico e mutagénico, e reage irreversivelmente com lípidos, ácidos nucleicos e 
proteínas (Thornalley et al, 1999). 
 Uma vez que o metilglioxal tem um elevado impacto nos componentes celulares, 
existem mecanismos de catabolismo deste produto. Nas células eucariotas existem dois 
principais mecanismos de eliminação do metilglioxal. O primeiro é a formação de D-
lactato através do sistema dos glioxalases dependente do glutationo, que compreende o 
glioxalase I (lactoilglutationo metilglioxalase-liase, EC 4.4.1.5) e o glioxalase II 
(hidroxiacetilglutationo hidrolase, EC 3.1.2.6) (Fig. 5). O segundo consiste na formação 
de 1,2-propanediol pela aldose reductase dependente de NADPH (aldeído redutase, EC 
Introdução 
 19 
1.1.1.21) (Fig. 5). Apesar da eficiência destes sistemas no catabolismo do metilglioxal, há 
sempre algum que reage com proteínas formando os anteriormente referidos AGEs. 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 – Vias de formação, derivado da 
glicólise, e catabolismo do metilglioxal, 
através do sistema dos glioxalases e do 
aldose redutase (adaptado de Gomes et 
al, 2005). 
 
3.1.2 Produtos avançados de glicação – AGEs 
 
 Pela sua natureza, os AGEs são quimicamente heterogéneos. No entanto, o 
metilglioxal só reage especificamente com dois tipos de resíduos de aminoácidos, os de 
arginina e os de lisina. O metilglioxal reage irreversivelmente com os grupos amina de 
resíduos de lisina e arginina das proteínas, formando AGEs num processo lento e não 
enzimático (Thornalley, 1999). Os AGES formados por reacção entre o metilglioxal e os 
resíduos de lisina são a Nε-(carboxietil)lisina (CEL) e o dímero metilglioxal-lisina (MOLD). 
Adicionalmente o metilglioxal, ao reagir irreversivelmente com os resíduos de arginina, 
pode formar os seguintes AGEs: a Nδ-(5-hidroxi-4,6 dimetilpirimidina-2-il)-L-ornitina 
(argpirimidina), a Nδ-(5-metil-imidazolona-2-il)-ornitina (hidoimidazolona) e a Nδ-(4-
carboxi-4,6-dimetil- 5,6-dihidroxi-1,4,5,6-tetrahidropirimidina-2-il)ornitina (THP) (Westwood 
e Thornalley, 1997).  
 A presença de AGEs causa extensos cross-links entre proteínas, sendo 
induzidas respostas celulares através da interacção com receptores específicos que se 
encontram na superfície celular. Estas respostas incluem por exemplo, a indução da 
permeabilidade celular no endotélio, actividade quimiotáctil de monócitos e macrófagos, 
activação dos macrófagos e a secreção de citocinas e factores de crescimento (Miyata et 
al, 1996). Existem evidências directas que relacionam os AGEs com diversas patologias 
conhecidas, como por exemplo a diabetes mellitus (Makita et al, 1995). 
 Os AGEs podem ser detectados fluorimetricamente, como é o caso da 
argpirimidina, com recurso a anticorpos específicos, ou, mais recentemente, recorrendo a 
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técnicas de espectrometria de massa. Pensa-se que possam estar envolvidos na 
agregação proteica por cross-link, bem como em fluoróforos e outras modificações 
estruturais não desejadas de proteínas nativas (Miyata et al, 1996). 
 
4 AGEs e amiloidoses 
 
 Como anteriormente referido, a agregação proteica em órgãos ou na 
circulação sanguínea é um aspecto comum nas doenças conformacionais como a doença 
de Alzheimer e a polineuropatia amiloidótica familiar. Os agregados insolúveis podem 
formar fibras amilóides com uma estrutura rica em folha β, o elemento específico da 
estrutura quaternária de fibras amilóides.  
 Placas amilóides com AGEs foram identificadas em pacientes de Alzheimer, 
de encefalopatia espongiforme transmissível e em ilhéus de Langerhans de doentes de 
diabetes. Além disto, depósitos de proteínas amilóides bem como AGEs foram 
identificados em placas associadas a amiloidoses causadas por diálise prolongada, 
aterosclerose e em oclusões vasculares em pacientes de diabetes. A formação acelerada 
de fibrilhas foi observada após glicação dos monómeros de β-amilóide (Aβ) e ilhéus 
polipeptídicos amilóides (IAPP), dois protótipos de péptidos associados a doenças 
conformacionais. A argpirimidina encontra-se também em fibras amilóides de TTR na FAP 
(Gomes et al, 2005) Estes dados indicam que a glicação de proteínas e péptidos, que 
têm propensão para se organizar em fibrilhas amilóides, pode acelerar o processo de 
formação da estrutura β (Bouma et al, 2003). 
 
5 A levedura como modelo celular 
 
 A levedura é um fungo unicelular que tem um ciclo de vida maioritariamente 
haploide. As principais fontes de carbono deste eucariota são hexoses, como a glucose e 
a frutose, ou dissacáridos, conseguindo também metabolizar pentoses, álcoois e ácidos 
orgânicos. Este microrganismo apresenta mecanismos celulares fundamentais, como 
replicação, recombinação, divisão celular, folding de proteínas, transporte intracelular e 
metabolismo, essencialmente idênticos aos dos eucariotas superiores. 
 O processo de fermentação, com base em levedura, é desde há séculos 
usado pelo Homem no fabrico de pão, vinho e cerveja entre outras utilizações. Mais 
recentemente estes organismos mostraram-se uma ferramenta essencial para biologia 
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molecular e biotecnologia. Há diversas característcas que tornam a levedura um bom 
instrumento de investigação científica. Primeiro, estes organismos estão muito bem 
caracterizados a nível genómico e genético, sendo o genoma da Saccharomyces 
cerevisiae, o primeiro eucariota a ser totalmente sequenciado. Hoje em dia existem 
diversas bases de dados online que contêm informação detalhada sobre os genes, 
proteínas, funções das proteínas, interacções proteicas e génicas e prevêm proteínas 
ortologas noutros organismos. Além de toda a informação disponível em diversas bases 
de dados de fácil acesso, este organismo é facilmente manipulável e mantido em 
laboratório. Existem diversas colecções disponíveis e comerciais, como a Euroscarf, nas 
quais se podem obter diversos backgrounds genéticos que se queira testar, bem como 
diversos mutantes. O uso deste microorganismo traz assim inúmeras vantagens ao nível 
da manipulação genética e biologia molecular. 
 Nos últimos anos, a levedura S. cerevisiae tem vindo a ser utilizada como 
modelo eucariótico para o estudo de várias patologias humanas. Foi validado como 
modelo no estudo da doença de Parkinson (Outeiro et al, 2007) e nas doenças priónicas 
(True e Lindquist, 2000). Uma vez identificada a mutação no gene humano responsável 
por uma determinada doença, é possível gerar uma mutação no gene homólogo de 
levedura e estudar genética e bioquimicamente os efeitos desta mutação na fisiologia das 
células. 
  
 
6 Objectivos 
 
 O objectivo deste trabalho foi estudar a influência da glicação no processo de 
amiloidogénese in vivo. Para atingir este objectivo realizaram-se ensaios in vivo em 
células de Saccharomyces cerevisiae transformadas com a proteína amiloidogénica TTR 
e algumas das suas variantes, TTR L55P e TTR delD (delecção da cadeia D). Foram 
feitos estudos de viabilidade celular e de identificação de proteínas por MALDI-FTMS e 
Western blot. Estes ensaios foram repetidos para estirpes de levedura mais susceptíveis 
a glicação, ∆Glo1 e ∆Gre3, com as mesmas proteínas recombinantes de TTR. A 
produção de fibras foi também monitorizada por análise fluorimétrica e através de um 
método de filtração de extractos proteicos usado pela primeira vez com a TTR.
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Materiais e métodos 
 
1 Culturas celulares 
1.1 Escherichia coli 
 
A estirpe DH5α de Escherichia coli (F-; recA1; endA1; thi-1; gyrA96; hsdR17; 
supE44; relA1; f89d; lacZ; DM15 l-) foi utilizada para a produção e armazenamento de 
plamídeos. Os crescimentos em suspensão das células transformadas foram efectuados 
a 37 ºC num incubador com agitação orbital (200 rpm) e temperatura controlada em meio 
líquido Luria-Bertani (LB) suplementado com ampicilina durante 12 a 16 horas. Os 
crescimentos em meio sólido das estirpes transformadas foram efectuados em placas de 
LB com agár, com ampicilina a 37 ºC durante 24 horas. Para armazenamento prolongado 
a -80 ºC foram realizados stocks de glicerol adicionando 1 ml de glicerol 87 % (Merck) a 1 
ml de cultura saturada de células bacterianas. Estas células foram então armazenadas a 
-80 ºC. 
 
1.2 Saccharomyces cerevisiae 
 
A estirpe de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada neste trabalho foi a 
estirpe de referência BY4741 (Mat a; his2D1; leu2D0; met15D0; ura3D0). Esta estirpe foi 
adquirida à EUROSCARF (European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional 
Analysis). Os crescimentos em suspensão da estirpe não transformada foram efectuados 
em meio rico (YPD, do inglês Yeast extract/peptone/dextrose) líquido durante os tempos 
adequados a cada ensaio, a 30 ºC num incubador com agitação orbital (160 rpm) e 
temperatura controlada. Os crescimentos em meio sólido foram realizados em meio YPD 
com agár (2 % (m/v)) numa estufa a 30 ºC, no caso de estirpes não transformadas, 
durante 48 a 72 horas. Os crescimentos em suspensão das estirpes transformadas foram 
efectuados em meio mínimo (YNB, Yeast Nitrogen Base) suplementado com leucina, 
metionina e histidina (sem uracilo) (YNB Ura-, Anexo I) com as mesmas condições de 
temperatura e agitação das células não transformadas e em meio YNB Ura- com agár 
para culturas em meio sólido durante 48 a 72 horas. As culturas de levedura foram 
mantidas em meio sólido adequado a 4 ºC, durante um máximo de 15 dias. Porém, as 
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células de levedura transformadas com os vectores de expressão vão perdendo a 
capacidade de expressar a proteína recombinante, sendo necessário proceder a uma 
nova transformação destas células de dois em dois meses ou mesmo mensalmente. 
O material de vidro foi esterilizado numa estufa Jouan a 150 ºC durante 90 
minutos. Os meios de cultura e o restante material foram esterilizados por autoclavagem 
(Uniclave 88 AJC) a 120 ºC durante 20 minutos. A glucose foi esterilizada por filtração 
(filtros 0,2 µm da Whatman) e adicionada após a autoclavagem aos restantes 
constituintes dos respectivos meios de cultura, YPD e YNB.  
 
1.2.1 Vector de expressão 
 
 Os vectores de expressão utilizados neste trabalho foram construídos e 
gentilmente cedidos pelo Dr. Tiago Fleming Outeiro (Instituto de Medicina Molecular, 
Lisboa). Os genes humanos que codificam para a TTR nativa (TTR wt) e para algumas 
variantes desta proteína (TTR L55P e TTR delD), sem o péptido de sinal original (Anexo 
III), foram clonados no vector de expressão em levedura p426GPD. 
 
2 Extracção do DNA plasmídico 
 
O DNA plasmídico foi extraído de células DH5α, previamente transformadas e 
cedidas pelo Dr. Tiago Fleming Outeiro (IMM, Lisboa). Após crescimento das células 
overnight a 37 ºC, em 4 ml de LB líquido suplementado com ampicilina (100 µg/ml), o 
DNA plasmídico foi extraído com o kit da Roche High Pure Plasmid Isolation, baseado no 
método de lise alcalina e de acordo com as instruções do fabricante.  
 
2.1 Electroforese em Gel de Agarose 
 
Analisaram-se as amostras de DNA num gel de agarose 0,8% (m/v) 
(Cambrex) em TAE (40 mM Tris, 20 mM ácido acético, 1 mM EDTA) 1X (Promega) com 1 
mg/ml de brometo de etídeo (Roche) numa tina de electroforese horizontal. Às amostras 
foi adicionado tampão de carga (Promega), na proporção de 1:6. A electroforese foi 
realizada a 100 V com tampão TAE 1X. O gel foi posteriormente fotografado usando luz 
ultravioleta com uma câmara fotográfica Kodak EDAS 290.   
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2.1.1 Quantificação do DNA plasmidíco 
 
Para a quantificação do DNA plasmídico e determinação da sua pureza 
procedeu-se a uma medição espectrofotométrica de 4 µl de amostra em 996 µl de água 
em cuvette de quartzo de 1 cm3 irradiada com luz ultravioleta. A absorvência aos 
comprimentos de onda 260 e 280 nm permitiu o cálculo da concentração de DNA da 
amostra e do grau de pureza segundo as seguintes equações: 
1) Concentração = Abs260nm x Factor de diluição x ε260nm 
2) Pureza = Abs260nm/ Abs280nm 
em que Abs260nm e Abs280nm indica a absovência a 260 nm e a 280 nm respectivamente e 
ε260nm indica o quociente de absorvência molar (50 µg ml-1 para DNA de cadeia dupla). A 
pureza óptima de uma amostra de DNA encontra-se entre 1,6 e 1,8. 
 
3 Transformação das células de S. cerevisiae 
 
Para a transformação das células de levedura utilizou-se um protocolo 
adaptado de Yeast Protocols Handbook da Clontech. As estirpes a transformar foram 
crescidas em 35 ml de meio YPD, overnight a 30 ºC com agitação 160 rpm até atingirem 
uma absorvência a 640 nm superior a 1,8 (correspondendo ao final da fase exponencial). 
Diluiu-se esta cultura para uma Abs640nm entre 0,2 e 0,3 em 200 ml de meio YPD e 
incubou-se a cultura durante cerca de 2 horas até atingir uma Abs640nm de 0,4 a 0,6. 
Seguidamente concentraram-se as células por centrifugação de 1000 x g à temperatura 
ambiente durante 5 minutos. Para retirar todo o meio existente fizeram-se duas lavagens 
em tampão Tris-EDTA (TE, 200 mM Tris e 20 mM EDTA) por centrifugação nas mesmas 
condições. O pellet de células foi suspendido em 1,5 ml de uma solução de 1X TE/ 1X 
LiAc (10X LiAc, 1 M acetato de lítio). 
Após a obtenção de células competentes para a transformação, adicionou-se 
num tubo separado 0,5 µg do plasmídeo de interesse a 0,1 mg de DNA de esperma de 
salmão (DNA carrier), previamente desnaturado por aquecimento a 100ºC durante 15 
minutos e seguidamente colocado em gelo para não renaturar. A este tubo juntaram-se 
100 µl de células competentes e misturaram-se por vortex. Uma solução de PEG/LiAc 
(polietilenoglicol ou PEG-3350 a 40 % (m/v), 1X LiAc/ 1X TE) foi adicionada e o tubo foi 
agitado em vortex a velocidade elevada. A mistura foi incubada a 30 ºC com agitação a 
160 rpm durante 30 minutos, após os quais se adicionou 70 µl de dimetilsulfóxido 
(DMSO) e homogeneizou-se invertendo gentilmente o tubo. As células foram submetidas 
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a um choque térmico de 15 minutos a 42 ºC seguido de 1 a 2 minutos em gelo. Após este 
processo centrifugou-se a solução 5 segundos à velocidade máxima (aproximadamente 
14000 rpm) de modo concentrar-se as células. O pellet foi suspendido em 100 µl de TE e 
plaqueado em caixas de petri com o meio selectivo apropriado.  
 
4 Preparação de extractos proteicos 
 
Para a confirmação da transformação com o plasmídeo contendo a sequência 
da transtirretina (TTR) e para a análise desta proteína, foram preparados extractos 
proteicos das estirpes estudadas. Assim, após o inóculo de 30 a 50 ml do meio líquido 
apropriado com a estirpe pretendida e crescimento overnight a 30 ºC e agitação de 160 
rpm, mediu-se a absorvência a 640 nm (entre 1,8 e 2,0). As células foram lavadas e 
centrifugadas a 6000 x g durante 5 minutos descartando-se sempre o sobrenadante. Em 
seguida, as células suspensas num volume mínimo foram transferidas para um microtubo 
de 2 ml e novamente centrifugadas. Foi posteriormente adicionado 250 µl de tampão de 
fosfato de potássio (TFK, 0,1 M a pH 7,4), 10 µM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF, 
Sigma) e cerca de 500 µl de esferas de vidro (425 a 600 µm, Sigma). A lise celular foi 
feita em 5 ciclos de 1 minuto em agitação à velocidade máxima do vortex seguidas de 
arrefecimento em gelo. A separação do extracto proteico foi feita por sucessivas 
centrifugações a 4 ºC. Primeiro, fez-se a separação das esferas de vidro a 100 x g 
durante 5 minutos e o sobrenadante foi tranferido para um novo tubo. Seguidamente foi 
feita a separação dos restos celulares centrifugando a 2500 x g durante 5 minutos. O 
sobrenadante, correspondente à fracção total do extracto proteico, foi retirado para um 
novo microtubo. As fracções solúvel e insolúvel foram obtidas através de uma 
centrifugação a 14000 x g durante 30 minutos. O sobrenadante, correspondente à 
fracção solúvel, foi transferido para um novo tubo. O pellet corresponde à fracção 
insolúvel. Todas as fracções recolhidas foram armazenadas a -20 ºC. 
 
4.1 Quantificação de proteína 
 
A concentração de proteína nos extractos proteicos foi determinada com o 
reagente Protein-Assay da Bio-Rad, que se baseia no método de Bradford (Bradford, 
1976). Para o ensaio, a amostra foi diluída em água destilada para um volume final de 
800 µl. Foram adicionados 200 µl de reagente de Bradford (Bio-Rad) que reagiu com a 
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amostra durante 15 minutos. A absorvência a 595 nm foi medida num espectrofotómetro 
de matriz de díodos Beckman DU 7400. Os valores da concentração proteica da amostra 
foram calculados com base numa curva de calibração com valores de concentração de 
BSA compreendidos entre 1 a 25 µg/ml. 
 
5 Electroforese SDS-PAGE 
 
As proteínas dos extractos proteicos foram separadas por SDS-PAGE. A 
electroforese foi efectuada em condições desnaturantes e redutoras utilizando um gel de 
separação de poliacrilamida a 12 % e um gel de concentração de poliacrilamida a 4 %, 
num sistema Mini-Protean 3 da BioRad, de acordo com as instruções do fabricante. Antes 
da aplicação, as amostras dos extractos proteicos das diferentes estirpes (30 µg de 
proteína por amostra) foram desnaturadas a 100 ºC durante 5 minutos juntamente com 
tampão de carga (50 mM Tris-HCl a pH 6,8; 2 % (m/v) SDS; 10% (v/v) glicerol; 1% (m/v) 
β-mercaptoetanol; 0,02 % (m/v) azul de bromofenol). O tampão de electroforese era 
constituído por 50 mM Tris-HCl pH 8,3, 196 mM glicina (Sigma) e 0,1 % SDS (Bio-Rad). 
Foram utilizados marcadores de peso molecular da Bio-Rad (Precision Plus Protein Dual 
Color Standards). A separação foi efectuada a uma voltagem constante (100 V). 
 
5.1 Coloração com Azul Brilhante de Coomassie 
 
O método mais utilizado para visualização de bandas de proteína num gel de 
poliacrilamida é a coloração com azul brilhante de Coomassie. O gel foi incubado na 
solução azul de Coomassie (0,2 % (m/v) azul de Coomassie-R (Sigma), 45 % (v/v) 
metanol (Merck) e 10 % (v/v) ácido acético (Merck)) durante 1 hora com agitação. 
Posteriormente o gel foi descorado em 10 % (v/v) ácido acético / 25 % (v/v) metanol, até 
se visualizarem bandas nítidas. 
 
5.2 Transferência para membrana de PVDF 
 
De modo a analisar as proteínas por western blotting, foi efectuada a 
transferência destas do gel de SDS-PAGE para membranas de PVDF (do inglês, 
Polyvinylidene Fluoride) utilizando o sistema Mini Trans-Blot da BioRad, num tampão de 
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transferência constituído por 39 mM glicina, 48 mM Tris, 0,0375 % (m/v) SDS e 20 % (v/v) 
metanol. O sistema foi montado de acordo com as especificações do fabricante e a 
transferência foi realizada durante 70 minutos a 100 V. 
 
5.2.1  Coloração de Ponceau S 
 
A transferência das proteínas foi confirmada por coloração da membrana com 
uma solução de Ponceau S (0,5 % (m/v) Ponceau S (Sigma) e 1 % (v/v) ácido acético) 
durante 10 minutos. É um método sensível e reversível de coloração de proteínas. O 
excesso de corante foi removido com uma solução de ácido acético a 1 % (v/v). 
 
5.3 Western blot 
 
Após a coloração com Ponceau S, a membrana foi lavada em TBS (150 mM 
NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7,5) e bloqueada a 4 ºC durante 17 horas em solução de 
bloqueio a 1 % (Roche) em TBS. 
 A presença de TTR foi analisada utilizando o anticorpo policlonal anti-TTR 
(Prealbumin FL-147, Santa Cruz Biotechnology) diluído 1:10000 em solução de bloqueio 
a 0,5 % (v/v) em TBS. A presença de AGEs derivados do metilglioxal foi analisada 
utilizando o anticorpo policlonal anti-argpirimidina gentilmente cedido por Dr. K. Uchida 
(Laboratory of Food and Biodynamics, Nagoya University Graduate School of 
Bioagricultural Sciences, Japan)., diluído 1:5000 em solução de bloqueio a 0,5 % (v/v) em 
TBS. Dependendo do estudo em causa, a membrana foi incubada com um dos 
anticorpos indicados durante 3 horas à temperatura ambiente e com agitação. Após três 
lavagens de 10 minutos em tampão TBST (TBS com 0,1 % de Tween 20 (v/v)), seguiu-se 
a incubação com o anticorpo secundário. No caso da detecção de TTR a membrana foi 
incubada com o anticorpo secundário anti-rabbit IgG (Sigma) diluído 1:1000 em solução 
de bloqueio 0,5 % (v/v) em TBS durante 1 hora. Nos estudos de detecção de MAGEs a 
membrana foi incubada durante 1 hora com o anticorpo secundário anti-mouse/anti-rabbit 
fornecido com o kit BM Chemiluminescence Western Blotting da Roche, diluído 1:12500 
em solução de bloqueio a 0,5 % em TBS. Após 4 lavagens de 15 minutos com TBST, foi 
realizada a detecção por quimioluminescência de acordo com as instruções do referido 
kit. Por último, a membrana foi exposta ao filme Kodak Bio Max Light que foi revelado 
após o tempo de exposição apropriado. 
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6 Ensaio de Viabilidade Celular 
 
 Após a transformação das células de levedura com o plasmídeo pretendido, 
foi feito um ensaio de viabilidade celular de modo a perceber se a expressão da TTR 
causava alterações a nível da viabilidade celular. O ensaio foi feito a partir de culturas 
overnight nas condições anteriormente descritas. Após atingirem o final da fase 
exponencial (Abs640nm superior a 1,8), a cultura foi diluída 10 vezes homogenizando a 
quantidade de células da cultura para uma Abs640nm igual a 2. Foram feitas 4 diluições 
sucessivas de 1 para 10 e as células foram aplicadas em placas de Petri com o meio 
sólido apropriado em gotas de 5 µl de cada uma das diluições. As placas foram 
incubadas numa estufa a 30 ºC durante cerca de 2 a 3 dias, sendo então retiradas e 
analisadas. 
 
7 Ensaio de glicação 
 
 As células de S. cerevisiae com expressão intracelular de TTR foram sujeitas 
a condições de glicação. Prepararam-se 20 ml de cultura de células em meio YNB Ura- e 
após 18 horas de crescimento a 30 ºC e 160 rpm recolheram-se as células por 
centrifugação a 6000 x g. As células foram suspensas em 20 ml de tampão MES (0,1 M 
MES/NaOH pH 6,5) e centrifugadas a 6000 x g. Por fim, foram concentradas 8 vezes em 
tampão MES (Anexo V) e foi-lhes adicionado igual volume de 500 mM D-glucose em 
MES. As células, ficando assim concentradas 4 vezes com 250 mM de glucose, foram 
incubadas a 30 ºC com agitação (160 rpm) durante 5 horas. Ao fim deste tempo foram 
preparados extractos proteicos das várias culturas de células, conforme o procedimento 
anteriormente descrito. As amostras de proteína foram quantificadas e analisadas por 
western blotting com os anticorpos anti-TTR e anti-argpirimidina. 
 
8 Estudos de agregados proteicos por filtração 
 
O estudo de agregados proteicos tem inerente uma dificuldade na 
solubilização destas estruturas que torna complicada a análise por SDS-PAGE e Western 
blotting. Para estudar directamente os agregados intracelulares, foram feitos estudos a 
partir da fracção insolúvel do extracto proteico. A amostra insolúvel foi filtrada através de 
uma membrana com 0,2 µm de porosidade que permite a passagem de todos os 
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constituintes do extracto proteico e retém as estruturas de grandes dimensões. Assim, as 
amostras da fracção insolúvel foram solubilizadas em 20 µl de 5 % SDS. 
 
8.1 Preparação das membranas 
 
Incubou-se uma membrana de nitrocelulose (porosidade de 0,2 µm) em 2 % 
(m/v) SDS. O sistema de filtragem consistiu num filtro colocado no topo de um kitasato 
que estava ligado a uma bomba de vácuo. A membrana foi colocada no filtro e as 
amostras foram aplicadas em várias concentrações e com o kitasato sob vácuo. A 
membrana foi depois lavada em 0,1 % (m/v) SDS. 
 
8.2 Western Blot 
 
Para a identificação de agregados de TTR incubou-se a membrana em 
solução de bloqueio durante 1 hora à temperatura ambiente, ou overnight a 4ºC, e 
procedeu-se a um Western blot como descrito anteriormente. 
 
8.3 Identificação de outras proteínas agregadas 
 
Para confirmar a presença de TTR nos agregados proteicos e para identificar 
outras proteínas agregadas utilizaram-se duas técnicas: SDS-PAGE e espectrometria de 
massa. Os spots de interesse foram recortados e colocados em tubos de 1,5 ml. 
Seguidamente dissolveu-se a membrana em 1 ml acetona (Fluka) e a amostra foi 
recolhida para posterior análise. 
 
9 Análise de Proteínas por Espectrometria de Massa 
 
O estudo feito para a caracterização da TTR baseou-se no método bottom-up 
em que a proteína é hidrolisada por um enzima proteolítico com especificidade 
conhecida, neste caso o tripsina, sendo os péptidos resultantes analisados por 
espectrometria de massa. O aparelho usado neste estudo foi um FTICR-MS 
(espéctrometro de massa de ressonância ião-ciclotrão com transformada de Fourier), 
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Brüker Apex Ultra com um magneto de 7 Tesla e uma fonte Apollo II Dual source (ESI e 
MALDI), (Brüker Daltonics). Trata-se de um equipamento com a mais alta resolução e 
exactidão de massa actualmente existente. Para a identificação de proteínas, as massas 
monoisotópicas dos péptidos obtidos são comparados com uma digestão in silico do 
proteoma total de levedura, segundo o método de peptide mass fingerprinting (PMF). 
 
9.1 Digestão da proteína em gel 
 
Cortou-se a porção do gel correspondente à proteína TTR, para redução, 
alquilação e digestão. O pedaço de gel foi colocado num tubo de 1,5 ml com água tipo I 
(sistema Millipore Milli-Q) e deixou-se a agitar 15 minutos à temperatura ambiente de 
forma a retirar algumas particulas contaminates. Retirou-se o sobrenadante, colocaram-
se 100 µl de acetonitrilo (ACN) a 50 % e o tubo ficou a agitar durante 30 minutos a 37 ºC 
(passo de descoloração do gel). Descartou-se o sobrenadante, adicionando-se 50 µl de 
DTT a 10 mM durante 45 minutos a 56 ºC (para redução das ligações dissulfito). 
Seguidamente, efectuou-se o bloqueio das cisteínas reactivas com 50 µl de 
iodoacetamida a 55 mM, incubando 30 minutos no escuro. Adicionou-se ACN para 
desidratar o gel e os pedaços de gel foram secos em Speed Vac cerca de 15 minutos. A 
rehidratação foi feita com tampão de digestão contendo 6.7 ng/µl de tripsina (Proteomics 
Grade, Sigma) a 4ºC durante 15 minutos. Após este tempo retirou-se a solução de 
digestão e adicionou-se tampão NH4HCO3 a 50 mM até cobrir todo o pedaço de gel e 
incubou-se entre 12 a 16 horas a 37 ºC. O sobrenadante contendo os péptidos digeridos 
foi retirado para um novo tubo e guardado a -20 ºC. 
 
9.2 Limpeza de amostras para análise por Espectrometria de 
Massa 
 
A presença de sais e outros contaminantes que limitam a eficiência de 
ionização e que contribuem para o ruído no espectro de massa requer uma passo 
cromatográfico de limpeza das amostras. Para este efeito foram utilizadas microcolunas 
Eppendorf PerfectPure C-18 Tip, seguindo-se o protocolo indicado pela marca. 
Na placa de MALDI (Anchorchip MALDI target, Brüker) foi aplicada 0,7 µl de 
amostra limpa em 0,7 µl de matrix ácido dihidrobenzoico DHB a 10 mg/ml em 50 % de 
acetonitrilo (ACN) com 0,1 % ácido trifluoroacético (TFA). 
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9.3 Peptide Mass Fingerprinting 
 
Os dados obtidos foram analisados e comparados com digeridos virtuais do 
proteoma de levedura através da MASCOT (www.matrixscience.com). Quando essa 
análise não conseguiu gerar resultados significativos e uma identificação fidedigna, 
utilizou-se o BioTools (Brücker) para a comparação directa dos resultados obtidos na 
amostra com o digerido de uma proteína concreta. Um exemplo de uma digestão virtual 
por tripsina está no Anexo IV. 
 
10 Análise da Agregação da TTR por Fluorimetria 
10.1 Expressão e purificação da TTR 
 
As proteínas de TTR nativa e das diferentes variantes amiloidogénicas 
utilizadas neste estudo foram purificadas e gentilmente cedidas pelo Dr. Gonçalo Costa 
(Laboratório de Enzimologia, CQB - FCUL). Possuindo um tag de GST (glutathione S-
transferase), as proteínas foram purificadas por afinidade numa coluna de glutationo, 
sendo posteriormente removido o tag com o enzima trombina. 
 
10.2  Análise da formação de fibras amiloides após reacção com 
tioflavina-T 
 
A formação de fibras amiloides ao longo do tempo foi avaliada usando 
tioflavina-T, o qual se liga a folhas β sofrendo um desvio característico no seu espectro de 
excitação, resultando num sinal de fluorescência a 485 nm. As amostras de proteína 
recombinante TTR e o GST foram diluídas 1:1 em tampão de acetato (200 mM acetato de 
sódio, 100 mM KCl e 1 mM EDTA) a pH 2. A formação de fibrilhas amiloides foi realizada 
a 37 ºC sem agitação. As formas de TTR foram diluidas 1:1000 em 5 µM de tioflavina T 
(Sigma) preparada em 50 mM glicina-NaOH a pH 8,5. A mistura foi excitada a 440 nm, 
emitindo fluorescência na gama dos 440 a 550 nm, com o máximo nos 485 nm. O ensaio 
foi feito ao longo de 48 horas e as amostras foram retiradas aos 20 minutos, 40 minutos, 
120 minutos, 24 horas e 48 horas. O ensaio foi realizado num espectrofótometro de 
fluorescência (Horiba-Yvon-Jobin) com um cuvette de 10 mm. A variação permitida para o 
espectro de excitação e de emissão é de 5 e 10 nm, respectivamente. 
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Resultados 
 
1 Expressão da TTR em células transformadas 
1.1 Identificação por Western blot  
 
 Após a transformação das células com os plasmídeos contendo as diferentes 
variantes do gene da TTR, as proteínas foram analisadas utilizando diferentes 
metodologias. Com o intuito de confirmar a expressão da proteína recombinante nos 
diferentes transformantes, 30 µg de proteína total foram separados por electroforese em 
gel de poliacrilamida. A análise do padrão de corrida das proteínas totais nas várias 
amostras (coradas com azul brilhante de Coomassie (Fig. 6), não revelou qualquer 
diferença. Nas células transformadas não foi observado o aparecimento de uma nova 
proteína, nem a sobreexpressão de uma proteína com a massa molecular 
correspondente ao monómero da TTR (14 kDa). Esta semelhança nos padrões é 
explicada pelo facto de se usar um promotor constitutivo e não um promotor indutível, 
não estando a TTR a ser sobreexpressa. Para além disso, existem outras proteínas no 
proteoma de levedura com uma massa molecular semelhante à do monómero de TTR 
que podem co-migrar com esta proteína, pelo que dificilmente se notariam diferenças 
num gel unidimensional de SDS-PAGE. 
 O uso do anticorpo específico para a TTR (Fig. 6) permitiu a identificação, um 
pouco acima do marcador molecular de 15 kDa, de uma única proteína. Em gel de 
poliacrilamida esta proteína migra como monómero com uma massa molecular aparente 
de 15-16 kDa (Quintas et al, 1999). No gel de proteínas totais corresponde a uma banda 
visível, provavelmente contendo mais do que uma proteína. 
 
 
Figura 6 – Gel de SDS-PAGE das 
estirpes transformadas: BYP0, BY 
TTRwt, BY L55P e BY delD, corado 
com azul de Coomassie (A) e 
revelado por Western blot com o anti-
TTR (B). A seta indica o marcador 
molecular (M) correspondente a 15 
kDa. Ensaio representativo de um 
conjunto de cinco. 
M     BYP0   BYwt  BY55   BYdelD BYP0   BYwt  BY55   BYdelD 
B A 
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1.2 Identificação por MALDI-FTICR 
 
 A banda do gel de poliacrilamida correspondente à proteína TTR foi excisada 
e digerida com tripsina. A amostra foi analisada por MALDI-FTICR e as massas 
monoisotópicas de todos os péptidos identificados foram submetidos ao MASCOT para 
identificação. Desta análise obtem-se uma pontuação (score) para cada possível 
identificação com base no conjunto de péptidos submetidos. Considera-se que um valor 
de score é significativo quando a probabilidade de obter um falso positivo é inferior a 5%. 
 Uma primeira análise dos péptidos totais obtidos não revelou um score 
significativo para a TTR humana. No entanto, foram identificados 9 péptidos pertencentes 
a uma proteína ribossomal de levedura, a RS24 (massa molecular de 15188 Da), com um 
score de 89 e 46 % de cobertura de sequência. Este resultado mostra que de facto outras 
proteínas co-migram nessa massa molecular. 
 
 
Quadro 1 – Péptidos encontrados através de PMF por submissão de espectros obtidos por 
MALDI-FTICR ao Mascot, da análise da digestão de uma banda correspondente a 15 kDa do 
extracto de levedura de BY TTRwt. 
 
Massa  
observada (Da) 
Massa teórica 
(Da) Miscleavages Sequência do péptido 
Desvio 
(ppm) 
982.6054 981.5981 0 VISNPLLAR (11 – 19) 1 
1110.6995 1109.6922 1 VISNPLLARK (11 – 20) 0 
1451.8117 1450.8044 1 KQFVVDVLHPNR (21 – 31) 0 
1323.7156 1322.7083 0 QFVVDVLHPNR (21 – 31) -1 
1325.6850 1324.6777 1 AEKDAVSVFGFR (49 – 60) 0 
997.5099 996.5027 0 DAVSVFGFR (52 – 60) 0 
1540.7989 1539.7916 0 SVGFGLVYNSVAEAK (68 – 82) -1 
940.4887 939.4815 1 KFEPTYR (83 – 89) 1 
778.4569 77.4496 1 IFGTGKR (117 – 123) 1 
  
 A presença de TTR nestas amostras foi comprovada recorrendo a uma 
comparação detalhada (péptido a péptido) da digestão teórica de um monómero de TTR 
com os péptidos obtidos da digestão em gel (Fig. 7). Uma digestão teórica do monómero 
da TTR é apresentada em Anexo IV. Foram identificados 4 péptidos de TTR, constituindo 
21,3 % da sequência do monómero (Quadro 2).  
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Quadro 2 – Péptidos de TTR identificados por MALDI-FTICR a partir de digestões de amostras da 
banda correspondente ao peso molecular da proteína (cerca de 15 kDa). Resultados representativos 
de pelo menos cinco análises. Os desvios são extremamente baixos e característicos de uma 
análise por FTICR. 
 
 
 
2 Viabilidade celular da estirpe BY4741 transformada com 
as variantes de TTR 
 
 Após o estudo proteómico para confirmação da expressão das diferentes 
variantes de TTR em células de S. cerevisiae, realizaram-se ensaios de viabilidade 
celular. Estes tinham como objectivo perceber de que modo a expressão da proteína 
humana em estudo, especialmente as variantes que exibem mutações 
amiloidogénicas, influencia a sobrevivência destas células. Apesar da complexidade 
desta proteína, sendo um tetrâmero de 55 kDa que forma facilmente agregados nas 
mutações TTR L55P e TTR delD, as células mantiveram o mesmo grau de 
sobrevivência quando comparadas com o controlo (Fig. 8). Estes resultados vieram 
complementar e confirmar as curvas de crescimento anteriormente obtidas para estas 
estirpes (Anexo II). 
Massa 
observada 
(Da) 
Massa teórica 
(Da) 
Sequência do péptido 
(localização dos resíduos de 
aminoácidos) 
Desvio 
(ppm) 
1366,7583 1366,7589 GSPAINVAVHVFR 0,439 
  (42-54)  
1394,6203 1394,6222 AADDTWEPFASGK 1,362 
  (56-68)  
1494,8544 1494,8539 GSPAINVAVHVFRK 0,334 
  (42-55)  
1522,7192 1522,7172 KAADDTWEPFASGK 1,313 
  (55-68)  
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Figura 8 – Ensaio de viabilidade celular para as estirpes de levedura transformadas: 
BY P0, BY TTRwt, BY TTR L55P e BY TTR delD. Resultados representativos de, pelo 
menos, cinco ensaios. A concentração de células diminui da esquerda para a direita na 
ordem de 10-1. 
 
3 Glicação da TTR 
 
 A glicação é um processo ubíquo nas células. Foram detectados  AGEs em 
tecidos de doentes com paramiloidose (Gomes et al, 2005), sugerindo que o processo 
de glicação poderá estar envolvido na amiloidogénese e patogénese nesta doença. 
 Foram realizados ensaios de glicação em levedura para verificar se a TTR 
seria um alvo de glicação, de modo a relacionar futuramente a influência desta 
modificação pós-traducional na formação de fibrilhas amilóides desta proteína. Deste 
modo, células em estado estacionário transformadas com as diferentes variantes da 
TTR foram expostas a elevados níveis de glucose (250 mM em tampão), durante 5h. 
Nestas condições, a levedura é capaz de sobreviver e consumir a glucose em 
excesso, verificando-se um aumento dos níveis de metilglioxal e, consequentemente, 
de stress carbonílico. As proteínas totais, no tempo 0 e ao fim de 5h, foram analisadas 
por Western blot utilizando o anticorpo monoclonal anti-argpirimidina. Este anticorpo 
detecta o AGE argpirimidina, que se forma especificamente por reacção do metilglioxal 
com argininas. Como se pode verificar na Fig. 9 A, ao fim de 5h foi observada glicação 
na estirpe controlo (BY4741) e na estirpe transformada com a variante nativa de TTR 
(TTR wt). As proteínas glicadas correspondem às que já foram descritas anteriormente 
em levedura (Gomes et al, 2005), com excepção de uma proteína que também reage 
com o anticorpo na amostra que expressa a TTR. Esta proteína apresenta a massa 
molecular correspondente à TTR, sendo a sua identificação comprovada por Western 
blot com o anticorpo anti-TTR (Fig. 9 B). 
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Figura 9 – Western blot para a 
identificação de proteínas glicadas, no 
tempo zero e ao fim de 5 h (A), 
utilizando o anticorpo anti-
argpirimidina. A TTR foi identificada 
(B) com o anticorpo anti-TTR. A seta 
indica o marcador de massa molecular 
15 kDa. Resultados representativos de 
um conjunto de três análises. 
 
 
 Apesar da presença dos sistemas de catabolismo do metilglioxal, a 
levedura BY4741 está sempre sujeita a alguma glicação em condições de excesso de 
glucose (250 mM). No entanto, estes efeitos não comprometem a viabilidade celular, 
mesmo na presença de uma proteína amiloidogénica glicada. Desta forma, foi 
necessário testar condições mais extremas de glicação, utilizando estirpes mutantes 
de levedura deficientes nos sistemas de eliminação do metilglioxal. As estirpes 
utilizadas foram a ∆Glo1, sem o glioxalase I, e a ∆Gre3, sem o aldose redutase, que 
apresentam níveis mais elevados de glicação (Gomes et al, 2008). Apesar da sua 
viabilidade celular não ser afectada, quando expostas a 1 mM de metilglioxal 
apresentam diferenças a nível de crescimento, sendo o glioxalase I mais determinante 
na resposta ao stress carbonílico causado por metilglioxal (Ponces et al, 2003; Gomes 
et al, 2006). Neste ensaio, as estirpes ∆Glo1 e ∆Gre3 foram transformadas com os 
plasmidios contendo as diferentes variantes de TTR, e as proteínas foram analisadas 
por Western Blot para confirmar a presença de TTR. A TTR é expressa em todas as 
estirpes transformadas (Fig. 10). Curiosamente, na estirpe transformada com a TTR 
que apresenta a mutação L55P, a proteína parece apresentar alguma degradação. 
Esta variante é a mais amiloidogénica das variantes que ocorrem in vivo, podendo ser 
mais propensa a degradação. 
 
 
 
 
 
 
Figura 10 – Western blot para identificação de TTR em extractos proteicos das 
estirpes ∆Glo1 e ∆Gre3 transformadas com TTRwt, TTR L55P e TTR delD. A 
amostra BY P0 é uma estirpe sem TTR. A seta indica a massa molecular de 15 kDa. 
A B 
wt       L55P     delD       wt      L55P     delD 
 
BY P0             ∆Glo1                            ∆Gre3 
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 A presença da TTR nestas amostras foi também confirmada por MALDI-
FTMS, seguindo o procedimento descrito anteriormente para as estirpes BY4741 
transformadas. A análise foi efectuada por comparação dos péptidos obtidos (pela 
digestão em gel com tripsina) com a digestão teórica da proteína. Os mesmos 4 
péptidos típicos da TTR foram encontrados (dados não mostrados). 
 
4 Viabilidade celular das estirpes ∆Glo1 e ∆Gre3 
transformada com as variantes de TTR 
 
 Tal como anteriormente, foram realizados ensaios de viabilidade celular 
das estirpes ∆Glo1 e ∆Gre3 transformadas, com o objectivo de perceber a influência 
da expressão da TTR nativa e das variantes na sobrevivência destas células mais 
susceptíveis à glicação. Contrariamente ao que se esperava, a estirpe sem aldose 
redutase tem mais dificuldade em crescer do que a estirpe sem glioxalase I, quando 
expressam TTR independentemente da mutação (Fig. 11). No caso da ∆Glo1, pode 
observar-se que a estirpe que expressa a mutação amiloidogénica L55P tem uma 
menor viabilidade celular do que as restantes. É interessante verificar que na estirpe 
∆Glo1, apesar da mutação TTR delD ser a mais amloidogénica in vitro por formar 
fibras mais rapidamente, é a TTR L55P que apresenta a maior diferença relativamente 
à TTR nativa (Fig. 11). Na estirpe ∆Gre3 não se observam diferenças no crescimento 
com a expressão das diversas variantes de TTR (Fig. 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 – Ensaio de viabilidade celular para as estirpes ∆Glo1 e ∆Gre3 
transformadas com TTR wt, TTR L55P e TTR delD. A concentração de células diminui 
da esquerda para a direita na ordem de 10-1. Resultados representativos de 5 ensaios.  
 
D 
D 
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5 Formação de agregados amilóides de TTR 
 
 A observação de fibras amilóides de TTR no interior de células de levedura 
transformadas pode ser feita por microscopia de fluorescência após reacção com a 
tioflavina S (Gomes, dados não publicados). Foi observado que a formação de fibras 
era maior nas estirpes transformadas com as variantes mais amiloidogénicas. Apesar 
destes trabalhos revelarem diferenças nas fibras, que poderiam sugerir uma maior ou 
menor toxicidade para a célula, os estudos de viabilidade realizados nesta tese não 
mostram estes efeitos no crescimento da levedura. Deste modo, torna-se importante 
compreender a dinâmica de formação de fibras de TTR in vivo.  
 As variantes de TTR purificadas (nativa, L55P e delD) foram analisadas 
por fluorimetria ao longo de 48 horas, em condições ácidas, após reacção com a 
tioflavina T. Foram observadas diferenças evidentes entre as estirpes amiloidogénicas 
e a TTR nativa (wt), embora, nestas condições, esta também apresente formação de 
agregados do tipo amilóide (Fig. 12 A). 
Figura 12 – A - Análise fluorimétrica de fibras amilóides de TTR ao longo do 
tempo, após reacção com tioflavina T. GST aparece como controlo negativo para 
as diversas variantes de TTR (wt, 55 e delD); B - análise por MALDI-FTMS dos 
agregados proteicos formados ao fim das 48 horas do ensaio fluorimétrico. 
Resultados representativos de três ensaios. 
 
 O ensaio foi complementado com uma análise por MALDI-FTMS das fibras 
formadas ao fim das 48 horas. A solução da proteína contendo as fibras foi filtrada 
com uma membrana de nitrocelulose. Esta foi recortada e dissolvida em acetona, 
sendo a amostra posteriormente digerida com tripsina. Em cada reacção, a mesma 
quantidade de tripsina foi utilizada, servindo como padrão interno para a análise (* no 
espectro). A proteína com a mutação delD apresenta uma maior intensidade de dois 
A B 
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péptidos típicos de TTR quando comparada com as outras duas proteínas digeridas 
(Fig. 12 B). A proteína nativa apresenta estes mesmos dois péptidos, presentes em 
todas as variantes, mas com uma intensidade bastante menor (Fig. 12 B). 
 
6 Formação de agregados amilóides de TTR in vivo 
 
 As fibras formadas in vivo foram também analisadas por MALDI-FTMS, 
usando o mesmo sistema de filtração já descrito para a recolha das amostras de TTR 
purificadas. Os espectros obtidos são mais complexos, uma vez que foi utilizada a 
fracção insolúvel de um extracto proteico total, podendo as fibras retidas na membrana 
ter mais do que uma proteína. No entanto, foi possível encontrar dois péptidos de TTR 
com intensidade decrescente da mutação mais amiloidogénica (TTR delD) para a 
menos amiloidogénica (TTR nativa), (Fig. 13). 
 
Figura 13 – Espectros de massas dos digeridos das amostras de fibras amilóides 
formadas in vivo. Resultados representativos de um conjunto de três ensaios. 
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Discussão 
 
 Apesar de terem origem em proteínas muito distintas em estrutura, 
sequência e função, a amiloidogénese é um processo comum a diversas doenças 
neurodegenerativas (Sipe, 1992). Muitas doenças conformacionais, que têm por base 
estes mecanismos, têm um grande impacto nas nossas sociedades afectando milhões 
de pessoas, não existindo terapias curativas adequadas. Existe um grande empenho 
da comunidade científica em esclarecer os complexos mecanismos pelos quais uma 
proteína solúvel, e aparentemente inócua, forma agregados de fibras tóxicas para as 
células, que são estruturalmente semelhantes nas várias patologias. Por outro lado, 
sabe-se que outros factores, para além dos genéticos, podem influenciar e despoletar 
o processo de formação de fibras amilóides, mas estes não estão ainda bem 
caracterizados. Durante a amiloidogénese, as proteínas amiloidogénicas perdem a sua 
conformação nativa e, de alguma forma, escapam ao controlo de qualidade das 
proteínas na célula (revisto em Aigelsreiter, 2007) e tornam-se tóxicas, sendo 
desconhecidas tambem as causas de tal toxicidade. 
 Nesta investigação, conseguiu-se relacionar alguns dos aspectos 
fundamentais no processo de amiloidogénese in vivo, recorrendo a uma proteína 
naturalmente amiloidogénica, a transtirretina, e a um organismo modelo eucariota bem 
caracterizado, a levedura Saccharomyces cerevisiae. 
 Neste trabalho mostrou-se que a Saccharomyces cerevisiae é um modelo 
viável para o estudo da TTR, enquanto proteína amiloidogénica. A identificação por 
espectrometria de massa de péptidos de TTR, na banda correspondente à marcação 
com o anticorpo anti-TTR, confirmou à escala molecular que as estirpes 
transformadas, estão de facto a expressar a proteína. Além do mais, análises 
posteriores por ESI ou LC-MS/MS poderão mais facilmente identificar péptidos de TTR 
contendo modificações pós-traducionais, nomeadamente, glicação. Vêm 
complementar resultados de microscopia realizados pelo grupo que mostram a 
formação de fibras no interior destas células, em particular de variantes 
amiloidogénicas de TTR. 
 As amostras utilizadas, tanto da fracção solúvel como da insolúvel, partem 
de um extracto proteico de levedura total, contendo uma grande diversidade de 
proteínas. O isolamento da proteína de interesse, a TTR, foi realizado de duas formas: 
por electroforese em gel de poliacrilamida para fracção solúvel e por filtração para 
isolamento de fibras. Em ambos os casos, para a análise por MALDI-FTMS fez-se 
uma hidrólise com tripsina. Na fracção solúvel, o facto de se ter usado uma digestão 
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de uma única banda de proteína, partindo de 30 µg de extracto total, tornou a 
intensidade de sinal fraca. Seria apropriado utilizar uma quantidade mais elevada de 
amostra de proteína que se quer estudar.  
 Futuramente, para isolar a proteína de interesse vão ser optimizados no 
grupo três técnicas de separação: o gel de poliacrilamida de 2D, em que além da 
separação por massas há também uma selecção por pontos isoeléctricos, obtendo-se 
assim uma maior resolução entre as proteínas de massa molecular semelhante no 
extracto proteico. Outro procedimento possível seria utilizar HLPC ligado ao 
espectrómetro de massa que permitiria fraccionar a amostra, tirando partido da alta 
resolução do aparelho FTICR-MS utilizado e da melhor ionização de cada fracção. 
Neste caso, poderia identificar-se a maioria dos péptidos presentes na amostra e as 
proteínas a que pertencem. A terceira hipótese é fazer a purificação da TTR em 
colunas de afinidade em diferentes condições. Por exemplo, pode usar-se a proteína 
de ligação ao retinol (RBP) para purificar TTR ou um receptor de AGEs (RAGE) para 
verificar em que proteínas podem encontrar-se essas alterações. Não foi possível 
utilizar estas técnicas na janela de tempo disponível para este trabalho uma vez que 
ainda não estavam implementadas no laboratório e que só agora estão em fase de 
optimização. 
 Partindo de uma amostra mais limpa e pura, será possível no FTICR 
fragmentar e sequenciar os péptidos por técnicas de MS/MS (Oslen e Mann, 2004). 
Consequentemente, a sequência da proteína será estudada de uma forma exaustiva, 
dando mais relevo às modificações pós-traducionais. Para além da fragmentação por 
colisão (CAD), o FTICR é o único instrumento que possibilita o uso de métodos de 
fragmentação (ECD) que preservam modificações pós-traducionais lábeis. 
 As fibras amilóides são complexas e constituídas por mais do que a 
proteína amiloidogénica. A interacção proteica é um processo paralelo à formação de 
fibras. Torna-se, por isso, importante compreender se existem outras proteínas com 
modificações pós-traducionais e se esse tipo de interacções se dão antes 
(potenciando o unfolding da proteína amiloidogénica), durante (facilitando o 
misfolding), ou após (conferindo estabilidade às estruturas amilóides já existentes). O 
método desenvolvido durante este projecto torna fácil a isolamento de fibras amilóides 
a partir de uma fracção insolúvel de um extracto proteico. As membranas podem ser 
usadas directamente para identificação de proteínas com anticorpos indicados por 
Western blot. A solubilização por acetona da membrana usada para filtrar permite a 
suspensão destas fibras que podem ser posteriormente alvo de uma análise 
proteómica.  
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 A presença de TTR foi confirmada pela utilização de um anticorpo 
comercial anti-TTR através da técnica de Western blot. Comparando o resultado das 
estirpes de BY4741 com as estirpes ∆Gre3 ou ∆Glo1 para as diversas variantes de 
TTR, podemos ver que apesar da banda aparecer no mesmo local, existem duas 
estirpes em que existe mais do que uma banda perto dos 15 kDa. Esse resultado 
aparece sempre na mesma mutação de TTR, a TTR L55P, e demonstra que há maior 
facilidade de degradação desta mutação em relação à TTR wt ou TTR del D. Este 
ensaio deveria ser, no entanto, repetido de modo a confirmar estes resultados e 
perceber em que momento se dá a degradação da proteína, e se ocorre 
intracelularmente. Seria, também, interessante analisar as diferenças entre as duas 
variantes amiloidogénicas e perceber de que modo é que a TTR del D, formando fibras 
mais rapidamente, não apresenta degradação do monómero como a variante TTR 
L55P.   
 O uso de estirpes de levedura com as principais vias de metabolismo de 
MGO eliminadas por delecção génica veio mostrar que há uma influência directa do 
metabolismo do MGO e a toxicidade da TTR in vivo. Dos resultados dos ensaios de 
viabilidade celular, existe claramente uma maior dificuldade das estirpes sem a GRE3 
em crescer do que as que não têm a GLO1, ambas expressando a TTR. Este facto 
torna-se interessante uma vez que, segundo Ponces e colaboradores, a maior 
discrepância observada em relação ao controlo de estirpes de levedura apenas 
delectadas para uma das duas enzimas referidas é a do crescimento da estirpe GLO1 
(Ponces et al, 2003). Pode inferir-se uma correlação directa entre a presença de TTR e 
a via da aldose reductase dependente de NADPH. No entanto, um estudo detalhado 
da dinâmica de crescimento destas estirpes e um de controlo é necessário. Seria 
importante também que os dois ensaios, das placas de Petri e das curvas de 
crescimento, fossem realizados com as mesmas condições, por exemplo 250 mM 
glucose ou 1mM de MGO, de modo a excluir a possibilidade de uma reacção diferente 
à exposição de cada um destes compostos. 
 Indubitavelmente, a glicação é um factor a ter em conta na equação da 
amiloidogénese. A questão fulcral neste momento é então perceber em que momentos 
do processo é que o stress carbonílico interfere e como é que o processo consegue 
passar o sistema de controlo de qualidade celular. Existem diversas hipóteses: A 
glicação pode interferir no processo de unfolding da proteína, na transição para uma 
espécie não nativa. Pode atingir directamente a proteína amiloidogénica ou outras 
proteínas que potenciam a transição para espécies parcialmente unfolded. Se atingir 
outras proteínas, estas podem interagir directamente com a proteína amiloidogénica 
ou podem funcionar como um decoy para o sistema de controlo de qualidade que 
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deixa assim acumular a espécie unfolded. Sendo a amiloidogénese um processo 
complexo as modificações ou interacções proteicas podem intervir em qualquer um 
dos passos de formação de fibras (Fig. 14): 
 
Figura 14 – Modelo da agregação de proteínas e outros factores que possam 
intervir na formação de oligómeros tóxicos e fibras (adaptado de Gomes et al, 
2008). 
 
 Ainda há um longo caminho a percorrer para se compreender o processo 
amiloidogénico. Este trabalho levanta algumas hipóteses e prepara o terreno para 
futuros passos para atingir o objectivo último de se conseguir diagnosticar e travar 
estas patologias. 
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I. Composição dos meios de cultura: 
 
Meios de cultura* Composição 
YPD 
 
1 % (m/v) de bacto-peptona (Difco); 0,5 % 
(m/v) de extracto de levedura (Difco) e 2 % 
(m/v) de D-glucose (Merck) 
 
YNB Ura- 
 
0,67 % de YNB (Difco); 2 % de D-glucose; 
0,025 % aminoácidos necessários (Met, His, 
Leu, Sigma) 
 
LB 
 
1 % (m/v) de NaCl (Sigma), 1 % (m/v) de 
bacto-triptona (Difco), 0,5 % de extracto de 
levedura 
 
LB-Amp (100 µg/ml) 
 
1 % (m/v) de NaCl, 1 % (m/v) de triptona, 0,5 
% de extracto de levedura, 1 % (v/v) de 
ampicilina (10 mg/ml) 
 
 
* Os meios sólidos de YPD e YNB Ura- têm igual composição à dos meios líquidos 
correspondentes com a adição de 2 % (m/v) de agár (Difco). 
 
 
 
II. Curvas de crescimento de S. cerevisiae transformada com os 
plasmídeos contendo as variantes de TTR wt, TTR L55P e TTR delD: 
 
 
Figura 1 - Curvas de crescimento da estirpe de S. cerevisiae BY4741 transformada 
com os plasmídeos contendo as variantes de TTR wt, TTR L55P e TTR delD. Como 
controlo usou-se a estirpe transformada com o vector de expressão sem a região 
codificante da TTR (dados não publicados do Grupo de Enzimologia, FCUL). 
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III. Sequência do monómero de TTR: 
 
 
 
Figura 2 - Sequência do monómero de TTR, sem os primeiros 20 aminoácidos 
correspondentes ao péptido sinal da proteína. 
 
 
 
IV. Lista de péptidos resultante da hidrólise teórica com tripsina do 
monómero de TTR: 
 
Quadro 1 - Lista de péptidos resultante de uma digestão teórica do monómero da 
proteína TTR com tripsina. As massas apresentadas são das espécies monoisotópicas 
que podem apresentar até uma miscleavage (digestão realizada em www.expasy.org). 
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V. Curva de calibração que relaciona a absorvência a 640 nm da 
suspensão celular com o respectivo número de células: 
 
0
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Figura 3 – Curva de calibração não linear que relaciona a dispersão óptica da 
suspensão celular a 640 nm com o respectivo número de células. Foram efectuados 
dois replicados. A contagem de células foi efectuada num hemacitómetro de 0,1 ml e 
as respectivas absorvências foram medidas a 640 nm. A curva de calibração 
representada aproxima-se de uma hipérbole rectangular do mesmo tipo que é descrito 
pela equação de Michaelis-Menten. Utilizou-se o método de Cornish-Bowden e 
Eisenthal para determinar os parâmetros equivalentes a Km e V. Os valores destes 
parâmetros são 3,22 (absorvência) e 0,52 x 108 (concentração de células), 
respectivamente 
 
 
 
 
